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PREMIO EN LA INSTANCIA NACIONAL DEL CONCURSQ”

INTRODUCCION

Durante nuestras vidas aprendemos una gran cantidad y variedad de informacién, y de
habilidades intelectuales y fisicas; tantas que muchas veces tenemos la impresion de que son
infinitos los volumenes de informacion que podemos almacenar en el Sistema Nervioso. ¢ Pero
donde, de qué modo, y a través de qué mecanismos se puede almacenar la informacion?

Se ha presumido *3!

gue la informacién es almacenada en forma de modificaciones estables en
la eficacia de la transmision sinaptica, de forma tal que se establecen nuevos circuitos que
constituyen la representacion interna de la experiencia; es decir, estos cambios constituyen la
memoria, o la base fisica de la memoria %°.

Desde los afios setenta sabemos que las sinapsis tienen la capacidad de producir cambios
relacionados con la actividad. A este fendmeno se le ha conocido como potenciacion sinaptica
duradera o mas usualmente por sus siglas en Inglés LTP (Long-term potentiation), y consiste
en un incremento sostenido en la eficacia de la transmision sinaptica después de estimular una
via aferente con estimulos de alta frecuencia de repeticion 8. Es por esta razén que la LTP se
considera un modelo celular de los procesos de aprendizaje y la memoria 2. Este tipo de
modificaciones o plasticidad sinaptica ha sido implicado también en la recuperacion de
funciones perdidas del Sistema Nervioso *°.

La LTP consta de una fase inicial, denominada LTP temprana (early-LTP, <4h, E-LTP), que

depende de activacion de proteinas preexistentes #?* . A esta LTP-temprana le sigue una LTP-
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tardia (late-LTP, >4h, L-LTP), que depende de la sintesis de nuevas proteinas relacionadas con
la plasticidad sinaptica (PRP) %%,

En los afios noventa se pudo demostrar un fenédmeno singular: una E-LTP puede ser reforzada
y convertida en una L-LTP, si se utiliza otro estimulo concurrente y de naturaleza distinta como
es dar de beber agua a animales sedientos, poco antes o después de inducida la E-LTP. El
estimulo y la accién de beber cuando se tiene sed, son particularmente afectivos, poseen un
contenido emocional/motivacional. Si este estimulo es capaz de modular las fases tardias de la
LTP, significa que la LTP puede ser modificada, como la memoria, por factores emocionales-
motivacionales. A este fendmeno se le conoce como reforzamiento motivacional (BR, del
inglés behavioral reinforcement) *°. También, se ha podido demostrar que la LTP en el giro
dentado puede ser prolongada si se estimula la amigdala basolateral (BLA) en un periodo de
30 minutos antes, hasta 30 minutos después de inducir la LTP *°.

Es significativo este efecto de la estimulacion de la BLA sobre la plasticidad sinaptica, porque
una serie extensa de estudios conductuales han mostrado que la amigdala es importante para
la consolidacion de nuevos trazos de memoria en otras regiones del encéfalo 1*%1%2°  Ademas,
la amigdala propiamente dicha puede ser parte del substrato anatémico de la memoria
emocional .

Ambas formas de reforzamiento se pueden explicar sobre |la base de la hipotesis de la “marca
sinaptica” (synaptic tag) **. Se ha propuesto que al inducirse una E-LTP, se establece también
una “marca” en las sinapsis potenciadas que es capaz de capturar y procesar las ‘proteinas
relacionadas con la plasticidad (PRP) cuya sintesis es inducida por el BR o la estimulacién de
la BLA en cada caso. Este proceso podria representar un mecanismo clave para el
mantenimiento de las fases tardias de la LTP y, posiblemente para la conversion de un trazo de
memoria transitorio en uno duradero. La marca sindptica sélo se activa transitoriamente,
después de las 2h desaparece =%,

Por otra parte, si inmediatamente después de inducida una LTP se aplican estimulos de baja
frecuencia la transmision regresa a los niveles basales antes del tétanos inicial. A este
fenémeno se le conoce como despotenciacién o reversion de la LTP >3234,

De lo anterior queda claro que existe un periodo de varios minutos durante el cual los cambios
de conectividad son fragiles y reversibles. La reversion de la eficacia de la transmisién sinaptica
pudiera entrafiar la pérdida de la marca sinaptica (captura y procesamiento de las proteinas
gue se requieren para el mantenimiento a largo plazo) necesaria para perpetuar los cambios
breves de conectividad. Por tanto, esto pudiera significar que existe un corto periodo en el cual

se pudieran perder los cambios de conectividad y la informacién que ellos representan. No sé
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conoce si los estimulos emocionales son capaces de evitar la perdida de los cambios plasticos
en las sinapsis como consecuencia de la despotenciacion. En este trabajo nosotros
estudiamos este problema.

El problema

La eficacia de la transmision de las sinapsis recién potenciadas como consecuencia de un
aumento de su actividad, se reduce si poco tiempo después esas mismas sinapsis se activan
con bajas frecuencias: ¢es posible que la estimulacion de la amigdala basolateral, o el
reforzamiento motivacional de la LTP ‘rescaten’ de la despotenciacion, las sinapsis antes
potenciadas?

Hipotesis

La estimulacion de la amigdala basolateral, o el reforzamiento motivacional de la LTP ‘rescatan’
de la despotenciacion, a las sinapsis potenciadas en el giro dentado del hipocampo de la rata.
Objetivo general

Estudiar el Efecto de la estimulacion eléctrica de la amigdala basolateral y del reforzamiento

motivacional de la LTP sobre la depotenciacién en el giro dentado del hipocampo de la rata.

DISENO METODOLOGICO

Animales

Se utilizarén ratas (Rattus norvegicus) de la linea Wistar, machos jovenes (peso corporal al
inicio de los experimentos 250-300g), provenientes del CENPALAB y mantenidas en el vivario
del centro en cajas plasticas transllcidas con condiciones de luz y temperatura controladas
(ciclos de 12h luz y 12h oscuridad) y libre acceso a comida y agua, excepto el dia previo a los
estudios del reforzamiento motivacional, en cuyo caso los animales fueron privados de agua
por 24h. Se garantiz6 el bienestar de los animales y se redujo al minimo el dolor asociado a los
procedimientos empleados de acuerdo con las Regulaciones del CENPALAB para el uso y
cuidado de animales de laboratorio.

Cirugia, Implantacion de los electrodos y de canulas



Los animales narcotizados (hidrato de cloral, 420 mg/kg,i.p.) se colocaron en un marco

estereotaxico (David Kopf, USA). Utilizando
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a bregma ““ como referencia (Fig. 1), se

ubicaron un electrodo de registro en la

region hilar del giro dentado (AP: -3.8 mm,

Electrodol:

ML: 2.0 mm, DV: - 3.5 mm), y electrodos de """

S
S

Electrodo

estimulacion
Electrodo

estimulacion
;S

estimulacion fueron ubicados en la via
perforante (PP) (AP: -7.5 mm, ML: 4.0 mm,
DV: 3.9 mm) y en la amigdala basolateral
(BLA)(AP: -2.4 mm, ML: 5.0 mm, DV: -8.5

mm). En los animales que se tomaron para

los estudios farmacoldgicos se implanto

ademas, una canula guia en el ventriculo

Bregma -3.80 mm -7.30 mm

lateral derecho, a una prOfundldad de 2.6 Fig. 1 Preparacion para el estudio de la LTP en el giro dentado del hipocampo.

Tod | | . | d Electrodo monopolar en el giro dentado del hipocampo (GD), electrodo bipolar
mm. Todos los elementos Imp antados en en la via perforante (pp, perforant pathway) y electrodo monopolar de

, . estimulacion en la amigdala basolateral (BLA), Se usan las siglas del inglés.

el craneo y en el cerebro de los animales  Ariba se muestra potencial evocado en giro dentado al estimular la via
. perforante. S, potenciales postinapticos excitatorios sumados. P, descarga

se aseguraron con acrilico dental. poblacional de potenciales de accion. A, artefacto de estimulo. Los cortes
esquematicos que se muestran corresponden a las coordenadas que se suscriben

Estudios electrofisioldgicos en el gréfico (Paxinos y Watson, 1998).

Secuencia temporal del estudio

Una semana después de la implantacion los animales fueron llevados al set de registro para habituarlos
por un minimo de cuatro horas. Primero se realiz6 una curva estimulo/respuesta (de 100 a 800 pA)
para determinar la intensidad de estimulacion que se fij6 en 40 % de la amplitud maxima de la espiga
poblacional. A continuacion se realizaron 12 registros basales, que sirvieron de referencia para conocer
el efecto del resto de las manipulaciones conductuales/electrofisiolégicas. 5 min después del ultimo
registro basal se aplico el estimulo de alta frecuencia para inducir la LTP (WTET: 3x15 a 200 Hz). 3 min
después se hizo un registro de prueba para verificar el efecto del estimulo de alta frecuencia. Pasados
5 min desde la induccién de la LTP se aplic6 un patron de estimulacion de baja frecuencia con el fin de
despotenciar las sinapsis antes potenciadas (LFS: 600 pulsos a 2 Hz). Se realizaron registros de
pruebas cada 15 min por 6 h, los cuales se promediaron y se muestran con los registros de las 1, 2, 3, 4,
5y 6 h. Alas 24 h de inducida la LTP en el giro dentado del hipocampo se hicieron también los 4
registros de las 24 h. En los grupos con reforzamiento motivacional o por estimulacion de la BLA estos

se aplicaron 15 min después de inducida la LTP (3x15 a 200 Hz).



Estudios farmacoldgicos
Para bloguear la sintesis de proteinas se utilizaron dos antibiéticos, la anisomicina y la emetina (Sigma,

St. Louis, USA) en una dosis de 240 pg (i.c.v).

Estudio histologico

Al concluir los estudios electrofisiologicos se hizo estudio histolégico para muestrear la region de la BLA
y del ventriculo lateral derecho, con el propdsito de verificar la localizacion de los electrodos y canulas.
No fueron incluidos en el estudio dos animales, locacién incorrecta del electrodo a la BLA. Tampoco se

incluyeron 3 animales que no se potenciaron y otros 4 que no se despotenciaron.

Analisis estadistico

Se aplicé Andlisis de Varianza de clasificacion doble (ANOVA) con mediciones repetidas. Los factores
gue se tuvieron en cuenta fueron: grupo y tiempo, seguido de la prueba post hoc de rangos mdltiples de
Duncan. También se utilizé la prueba de t de Student para comparar los valores de obtenidos antes y
después de la estimulacién dentro del mismo grupo. Se consideraran diferencias estadisticamente

significativas cuando el valor de p sea menor de 0.05 (p< 0.05).

RESULTADOS

El estimulo de alta frecuencia indujo una E-LTP que se mantuvo hasta las 3 h, y el BR la prolongé hasta
las 24 h

El estimulo de alta frecuencia (3 trenes de 15 pulsos a 200 Hz, WTET; Fig. 2A) incrementa el valor de la
amplitud de la espiga poblacional en méas del 200 % de los registros basales. Para conocer la duracion
de la E-LTP se compar6 la media de los registros antes del estimulo de alta frecuencia con los
realizados después (t de Student). La prueba mostré que la LTP control se extendié por un periodo de 3
horas, lo cual indica que se trata de una E-LTP.

Si quince minutos después de inducir la E-LTP se les permite beber agua después de 24 h sin haber
bebido, todos los animales beben motivadamente, y la LTP se prolonga hasta al menos por 24 h; esto
fendmeno se conoce como reforzamiento motivacional de la LTP(Fig. 2A, WTET+BR). La comparacién
entre los grupos experimentales [ANOVA con mediciones repetidas de dos vias: Factor grupo (p< 0.05;
*Fe. 23= 7. 31)] mostré que existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos WTET,
Control y el grupo WTET+BR. EIl andlisis post hoc(test de Duncan) mostré que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos WTET y el grupo WTET+BR a partir de las 3 h hasta las
24 horas.

La Fig. 2A muestra que los valores basales de transmision no se afectaron durante el tiempo de registro
(t de Student) lo que descarta modificaciones circadianas.

La aplicaciéon de un patron de baja frecuencia de estimulacion en los primeros 10 min de inducida la LTP
produce su reversion o depotenciacion

La aplicacion de un estimulo de baja frecuencia (600 pulsos a 2 Hz) 5 min después de inducir la E-LTP

produce un reversion de la eficacia de la transmisidn sinaptica hasta los valores basales (WTET+LFS,
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Fig. 2B). La comparacion estadistica (t de Student para muestras pareadas) mostré que soélo hay
diferencias estadisticamente significativas a los 3 minutos después de inducir la LTP; el resto de los
puntos son similares a los basales (p>0.05). Finalmente, comparamos los dos grupos (WTET vs.
WTET+LFS) [ANOVA mediciones repetidas, dos vias: Factor grupo (p< 0.05; *F= 3.77)]. La prueba a
posteriori (Duncan) mostré diferencias en los puntos correspondientes a las 1, 2 y 3 h posteriores a la
induccion de la LTP (p> 0.05). Esto confirma la eficacia del estimulo de baja frecuencia para
despotenciar.

El protocolo de BR no produjo la recuperacion de LTP en las sinapsis depotenciadas

Después de estos controles pasamos a probar nuestra hipotesis de trabajo, la cual predecia que el BR o
la estimulacion de la BLA —estimulos capaces de convertir una E-LTP en una L-LTP- son capaces de
revertir la despotenciacion; para lo cual permitimos que un grupo de animales sedientos por 24 h, y
despotenciados a los 5 min a los 10 de revertida la LTP (WTET+LFS+BR). Como se muestra en la Fig.
2C, este procedimiento no fue capaz de revertir la LTP pues se aprecia claramente que este grupo se
comporta casi exactamente como el grupo de animales despotenciados (WTET+LFS), [ANOVA p<0.05,
Fi 16 = 0.01].

La estimulacién de BLA no rescaté la potenciacién en las sinapsis despotenciadas

En la Fig. 2D se muestra como la estimulacion de la amigdala 15 min después de inducida la LTP en el
giro dentado, mantiene los niveles de potenciacion en las 24 h de registros (WTET+BLA, t de Student,
p<0.05)).. En los animales despotenciados y luego estimulados en la amigdala basolateral
(WTET+LFS+BLA) la transmisién sinaptica se mantuvo en los valores basales antes de aplicar el
estimulo de alta frecuencia (t de Student, p> 0.05). Las comparaciones entre ambos grupos muestran
gue hay diferencias estadisticamente significativas para el factor Grupo [ANOVA mediciones repetidas,
dos vias: Factor grupo (p< 0.05; *F= 6.45)]. La prueba de Duncan (p< 0.05) muestra diferencias entre
los dos grupos en todos los puntos después de inducida la LTP, excepto a los tres minutos.

La aplicacién de un nuevo WTET a la via perforante después de la LFS induce una LTP diferida

Estos resultados niegan la hipétesis planteada y plantean la pregunta de si la despotenciacion podia
reducir las capacidades plasticas ulteriores o si sélo se trataba de que la “marca sinaptica” habia sido
“borrada”. Para responder esta interrogante hicimos un experimento adicional, que consistié en volver a
estimular con alta frecuencia las sinapsis depotenciadas (WTET+LFS+WTET); y como grupo control de

este, uno de doble estimulacion de la via perforante (WTET+WTET) sin despotenciacion entre ambas.

En la Fig. 2E se aprecia que la doble estimulacién de la via perforante —con una diferencia entre tetanos
de 15 min— tiene como consecuencia directa que el aumento en la amplitud de la espiga poblacional se
mantuvo todo el tiempo hasta las 24 h. Recuérdese (Fig. 2A) que la transmisién sinptica en las sinapsis
potenciadas del grupo WTET, regresa a los valores basales a las 3 h. La comparacion estadistica (Fig.

2E) entre estos dos grupos (WTET vs. WTET+WTET) muestra que hay diferencia entre ambos grupos



[ANOVA mediciones repetidas de dos vias: Factor grupo (p< 0.05; *F( 15 = 5.29)] entre los puntos
desde las 4h hasta las 24 (Duncan, p< 0.05). En los primeros tres registros no hay diferencias

estadisticamente significativas.

Sin embargo, cuando se aplica el segundo WTET a las sinapsis despotenciadas (WTET+LFS+WTET) el
comportamiento de la transmision sinaptico es diferente e inesperado. El nuevo WTET a la via
perforante en el grupo de animales despotenciados (Fig. 2F) no produce un incremento inmediato en la
amplitud de la espiga poblacional; pero si una tendencia a crecer. La comparacion entre los registros

basales y los registros de prueba
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Fig. 2 Eficacia de la transmision sinaptica en un periodo de 24 h. Cambios en la
3 transmision sinaptica, después de aplicar diferentes estimulos: A, estimulo de alta
frecuencia capaz de inducir una E-LTP (WTET), y en el efecto del reforzamiento
1 FSAWTET(r11) @ LFS (n-10) motivacional (WTET+BR) sobre la LTP en el giro dentado; B, efecto del estimulo
de baja frecuencia sobre la sinapsis potenciadas (WTET+LFS); C: se le aplico el
protocolo de reforzamiento motivacional después de la aplicacion del estimulo de
2004 . * baja frecuencia (WTET+LFS+BR); D, efecto de la estimulacién eléctrica de la
é I amigdala basolateral sobre la transmision sindptica en el grupo potenciado
S M\Q\W (WTET+BLA) y en el depotenciado (WTET+LFS.+BLA) respectivamente; E, se
100 | T aplicoé un nuevo WTET 15 min después del primero (WTET+WTET); E, grupo de
-* animales en el cual se aplicé un nuevo WTET después de la estimulacion de baja
rs T (1, 18)=7.11 frecuencia (WTET+LFS+WTET), y efecto de la emetina sobre este protocolo; G,
0 A wrer N grupo de animales WTET+LFS+BR+WTET; H, grupo de animales que recibi6 un
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WTET+LFS+BR...4h...+WTET; 1, grupo de animales
Aniso+tWTET+LFS+BR+WTET y del grupo NaCI+WTET+LFS+BR+WTET; J,
grupos en los cuales se aplico el patrén de baja frecuencia en condiciones basales
(LFS) y el grupo en el cual se aplicé ademas un WTET a los 15 min del de baja
frecuencia (LFS+WTET). Se muestra ademas el valor del estadigrafo F para el
factor Grupo (ANOVA de dos factores y mediciones repetidas), y las letras son el
resultado de la prueba de Duncan.



muestra diferencias estadisticamente significativas a partir de las 3h (t de Student, p< 0.05), lo cual
manifiesta que se trata de una LTP. Se trata de dos hechos insélitos en un mismo resultado: primero no
se produce un incremento inmediato de la eficacia sinaptica después del segundo WTET; y segundo,
gue después de las 3 h se establece una LTP tardia similar a las llamadas potenciaciones
farmacolégicas. La comparacion con WTET (no graficado) muestra que existen diferencias
estadisticamente significativas a partir de las 5 h [ANOVA mediciones repetidas de dos vias: Factor
grupo (p< 0.05; *F(,, 17) = 5.18)]. Por otra parte, la comparacion entre el grupo WTET+WTET (Fig. 2E) y
el grupo WTET+LFS+WTET (Fig. 2F) —no graficado— evidencia que hay diferencia estadisticamente
significativas [ANOVA mediciones repetidas, dos vias: Factor grupo (p< 0.05; *Fj, 15 = 3. 84)]. La prueba
de Duncan muestra que hay diferencias estadisticamente significativas entre los registros de la 1, 2 y las
3 h (p< 0.05); a partir de las 4 h no hay diferencias. Todas estas comparaciones confirman que se trata
de un incremento en la amplitud de la espiga poblacional tipica de la LTP, con la singularidad de que es
diferida.

La LTP diferida depende de la sintesis de proteinas

Una pregunta importante que surge del experimento de la aplicacion de un nuevo WTET a las sinapsis
despotenciadas (Fig. 2F), es si la LTP diferida que se produce en este complejo contexto de
interacciones , depende de la sintesis de proteinas. Con la intension de responder esta nueva pregunta
disefiamos un experimento en el cual inyectamos emetina —un inhibidor de la sintesis de proteinas— una
hora antes de inducir la LTP; una hora después de iniciado los registros basales; los cuales se siguieron,
en este caso, por dos horas con el fin controlar sus efectos sobre la transmision sinaptica (ver Fig. 2A).
En la Fig. 2F se puede observar que la aplicacion de la emetina no modifica la transmision sinaptica
basal ni la induccién de la LTP (Emetina+WTET+LFS+WTET). Tampoco modificé el comportamiento del
amplitud de la espiga poblacional hasta las seis horas, aunque puede notarse que se reduce la
tendencia hacia el crecimiento que se puede observar en el grupo WTET+LFS+WTET. Sin embargo, a
las 24 h la amplitud de la espiga poblacional regresé a los niveles basales, cerca del 100 %. En otras
palabras, la emetina en este grupo solo bloqueo el componente tardio. El analisis estadistico confirmo
estas apreciaciones [ANOVA mediciones repetidas, dos vias: Factor grupo (p> 0.05; F(, 16) = 2.62)].

El protocolo de BR aplicado simultaneamente al segundo WTET produce una reversion de la
despotenciacion Sabiendo que la despotenciacion bloquea la induccién inmediata de una LTP, pero no
la de una LTP diferida; y que esta Ultima depende de la sintesis de proteinas; decidimos estudiar el
efecto del protocolo de BR en un contexto complejo como este (WTET+LFS+BR+WTET). Como
muestra la Fig. 2G la combinacién del protocolo de BR con un nuevo WTET en las sinapsis
depotenciadas es capaz de inducir un incremento inmediato en la amplitud de la espiga poblacional
hasta los niveles de potenciacion, méas alla del 200 %. EI ANOVA mostr6 que existen diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos (WTET+LFS+BR+WTET vs. WTET+LFS+WTET,; p<



0.05, *F, 1= 9.08). La prueba de Duncan evidencio que esas diferencias tenian como fuente los puntos
de registrode la 1, 2, 3, 4 h (p< 0.05).

El reforzamiento motivacional en este contexto de estimulacion compleja depende de la captura de
proteinas recién sintetizadas

Este ultimo hallazgo es muy interesante, pero se hace dificil conocer el aporte de cada uno de los
estimulos a la totalidad final, precisamente porque se trata de varios estimulos, los cuales sin duda
interactian entre si. Para dilucidar algunos elementos de este complejo entramado de interaccion
planeamos dos nuevos experimentos. Primero, diferir la aplicacion del segundo WTET por 4 h
(WTET+LFS+BR...4h...+WTET); y el segundo, aplicar un inhibidor de la sintesis de proteinas
(Aniso+tWTET+LFS+BR+WTET). Con el primero podemos saber si las fases tardias de la LTP son
consecuencia de un proceso de captura de proteinas hacia las sinapsis activadas por la estimulacion. El
segundo puede confirmar que efectivamente el reforzamiento de la LTP en este contexto complejo es
sostenido por proteinas relacionadas con la plasticidad, que se inducen por la estimulacion y que son
capturadas por las sinapsis marcadas previamente. Una pregunta emergente que puede quedar
dilucidada con este dltimo estudio es si la induccién inmediata de la LTP en el grupo
WTET+LFS+BR+WTET es dependiente de la sintesis de nuevas proteinas.

Cuando se difiere por 4 h la aplicacién del nuevo WTET no se produce el componente tardio observado
en el grupo (WTET+LFS+BR+WTET, Fig. 2G), pues a las 8 y 24 h la transmisién sinptica regresa a los
valores basales (Fig. 2H t de Student muestra que el primer WTET induce una potenciacién (p< 0.05).
La estimulacion de baja frecuencia despotencié y se mantuvo en los niveles basales hasta la aplicacion
del nuevo WTET a las 4 h (p< 0.05), el cual indujo una LTP que se mantuvo hasta 3 h (p< 0.05). El
registro de las 8 h y el de las 24 h no difieren de los valores basales (p> 0.05).

Efecto de la anisomicina sobre la interaccion WTET+LFS+BR+WTET

La anisomicina se inyect6 dos horas antes de aplicar el primer WTET, y los registros basales se
siguieron por una hora después de la inyeccion, con el fin de seguir por ese periodo su efecto sobre la
transmision sinaptica basal (ver Fig 2A). Este procedimiento mostr6 que las fases tardias de la LTP que
se dan en el contexto complejo WTET+LFS+BR+WTET es sostenido por la sintesis de nuevas
proteinas, pues su bloqueo trunca el componente tardio de la LTP (Fig.2l, t de Student) mostré que la
LTP se mantuvo hasta las 4 h (p< 0.05) mientras los registros posteriores no muestran diferencias. La
comparacion con el grupo control al que se le inyecté NaCl en lugar de anisomicina mostré diferencias
estadisticamente significativas para el factor grupo [ANOVA con mediciones repetidas de dos vias:
Factor grupo (p> 0.05; F 140 = 7.23)]. En tanto que la prueba de Duncan evidencié diferencias
estadisticamente significativa en los puntos de registros de las 4, 5, 6 y 24 h (p< 0.05).

El estimulo de baja frecuencia indujo una reduccion en la eficacia sinaptica

La estimulacion de baja frecuencia (LFS) en condiciones basales (Fig. 2J) indujo una reduccion en la
amplitud de la espiga poblacional con respecto a la magnitud de ésta antes de estimular la via

perforante con pulsos de baja frecuencia. El analisis estadistico mostr6 que existen diferencias
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estadisticamente significativas entre los valores basales y los registros después de la estimulacion de
baja frecuencia, excepto a las 3 h (t de Student para muestras pareadas, p< 0.05). Esto permite suponer
gue este patron de estimulacion es capaz de inducir una depresion sinaptica duradera o LTD.

Por otro lado, si 15 min después de aplicar la LFS se estimula con altas frecuencias (WTET), se produce
un incremento en la amplitud de la espiga poblacional que sobrepasa ligeramente el valor de su
amplitud basal. La comparacion estadistica entre el valor obtenido a los 5 min de haber aplicado la LFS
y los registros desde la 1 hasta las 24 h muestra que difieren significativamente (t de Student para
muestras pareadas, p< 0.05). En cuanto a la compasion entre grupos, se pudo apreciar que hay
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos [ANOVA mediciones repetidas, dos vias:
Factor grupo (p> 0.05; F(;, 15 = 7.11)]; las cuales estan dadas por la diferencia estadisticas que hay entre
los grupos en los puntos 1, 2, 3, 4, 6 y las 24 (prueba de Duncan, p< 0.05).

DISCUSION

En el presente trabajo estudiamos la interaccién entre diferentes protocolos de estimulacién que son
capaces por si solos de modificar la eficacia de una misma poblacion sinaptica del giro dentado, que
fueron el WTET o la LFS separadamente o combinados con estimulos con contenidos
emocionales/motivacionales, o la estimulacién de la BLA. La E-LTP puede ser reforzada en una L-LTP
como consecuencia de la aplicacion de un segundo WTET, el BR o la estimulacién de la BLA en un
rango de tiempo especifico "%,

Pero la LTP puede ser revertida o despotenciada si inmediatamente después de su induccién se aplican

estimulos de baja frecuencia >*°

, con lo cual las proteinas relacionadas con la plasticidad (PRP), que
son las responsables de las fases tardias de la LTP, no pueden ser capturadas por dichas sinapsis. Esto
es lo que parece suceder en los grupos WTET+LFS+BR y WTET+LFS+BLA.La despotenciacion inactiva
la marca sinaptica y las proteinas inducidas por el BR o la BLA no pueden ser capturas por estas
sinapsis ™.

Resulta significativo que la despotenciacion no solamente borra la marca sinaptica, si no que también
bloquea la capacidad de inducir una nueva LTP por la aplicacion de un segundo tétanos a diferencia de
cuando no existe un evento de despotenciacion entre ambos Como resultado de la compleja interaccion
de los mecanismos que se reclutan y de su cronologia, se produce un retraso de casi 3h en la aparicion

de la LTP. Tal comportamiento recuerda mas a las LTP farmacoldgica *

gue a las inducidas por
estimulos eléctricos, que son inmediatas.

Esta aparicion diferida de la LTP puede interpretarse aduciendo que aun cuando el estimulo de alta
frecuencia en condiciones basales no induce la sintesis proteica necesaria para el mantenimiento de la
LTP; cuando se aplica este mismo patron a sinapsis potenciadas previamente si puede hacerlo. Se
puede sugerir que la despotenciacién no afect6 la induccién de la sintesis de proteinas. En el caso del
grupo que se despotencié y luego se aplic6 un nuevo tétanos; esta segunda activacion instaurd

nuevamente la marca sinaptica, la cual captur6 las proteinas que se sintetizaron por efecto de los dos
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tétanos. Una vez mas se manifiesta que la respuesta de las sinapsis depende la historia reciente de su
actividad.

La pregunta de dénde vienen las proteinas para esta L-LTP no es simple, pues existe también la
posibilidad de que sean proveidas por el estimulo de baja frecuencia. La estimulacibn con baja
frecuencia en condiciones basales produce una LTD que se mantiene las 24 h, que al igual que la L-
LTP, depende de la sintesis de PRP ?®, Ademas, parece ser que las proteinas que se sintetizan en
ambos casos son generales, y las marcas son las que seleccionan las proteinas adecuadas. Se ha
mostrado que una E-LTP se puede convertir en una L-LTP, induciendo una L-LTD en otro grupo de
sinapsis de la misma poblacion de neuronas y viceversa (croos-tagging o marcaje cruzado) *’. Podemos
sugerir que algo similar esta teniendo lugar en nuestros experimentos, con la diferencia de que en el
caso de nuestros datos, se trata de las mismas sinapsis por ello sera determinante la marca que
prevalezca entre la que establece la E-LTP y la que establece la E-LTD.

En general podemos suponer que la despotenciacion pudiera inhibir las mismas cascadas bioquimicas
involucradas en la activacion de la LTP. Por ello, la induccién de la segunda LTP temprana no tiene
lugar, pues compite por los mismos mecanismos moleculares con la despotenciacion; la
despotenciacion induce la desfosforilacion, y el estimulo de alta frecuencia promueve la fosforilacion de
proteinas claves para la LTP; pero no logra superar la actividad fosfatasa *’.

Nuestros resultados muestran por primera vez que es posible que se desarrolle una LTP tardia sin una
LTP temprana. Contrariamente a nuestra hipétesis inicial, el BR o la estimulacién de la BLA aplicado
después de la despotenciacion no capaz de producir una recuperacion similar a la de
WTET+LFS+WTET. Ambos fueron inefectivos para producir una recuperacion inmediata de la
despotenciacion, porque la LFS revierte la E-LTP y desactiva la marca sinaptica. Resulta interesante
gue en el WTET+LFS+BR se inactivaron —al menos fenotipicamente— todos los eventos plasticos,
mientras que en el grupo WTET+LFS+WTET, tiene lugar potenciacion diferida, y dependiente de los
procesos de traduccion. Este resultado sugiere interacciones entre aferentes glutamatérgicas y la
neuromodulacion extrahipocampal. En el caso de WTET+LFS+BR, las sinapsis despotenciadas fueron
inhabiles para capturar y procesar las PRP inducidas por el BR ’. Por tanto, la inmediata re-potenciacion
después de la despotenciation no pudo ser conseguida por el segundo WTET o por el BR, incluso
cuando haya tenido lugar una LTP diferida en el grupo WTET+LFS+WTET.

Sugestivo es el resultado mostrado por las sinapsis que experimentaron WTET+LFS+BR y un nuevo
WTET inmediatamente del BR aplicado a las mismas sinapsis, el cual reactivé la marca de la LTP y con
ello indujo una recuperacién inmediata y duradera de la potenciacion. Lo mas probable es que se
estableciera una nueva marca, capaz de capturar las PRP inducidas por el BR, y de esa forma la E-LTP
se transformo6 en una L-LTP. Este reforzamiento fue bloqueado por la aplicacion de un inhibidor de la
traduccion proteica.

Tampoco tienen lugar el reforzamiento de la E-LTP en L-LTP si el rango de tiempo excede el limite

requerido para las interacciones entre las PRP y la marca sinaptica '*. Todo esto, incluso cuando el
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nuevo WTET reactiva la marca y propicia una recuperacion inmediata, pero las PRP ya no estaban
disponibles para interactuar con la marca.

Lo que no queda claro es por qué la combinacibon WTET+LFS+BR+WTET también produce una
recuperacion inmediata de la E-LTP ademas su reforzamiento. Las fases tardias de este reforzamiento
fueron bloqueadas por la anisomicina; pero no la recuperacion inicial, lo que sugiere que no dependen
de las PRP. Consecuentemente, la compleja secuencia de WTET+LFS+BR+WTET, que tan sélo tiene
lugar dentro de los primero 20 min, tiene que modular también mecanismos involucrados en la induccién
de la E-LTP. Un posible candidato podria ser la activacion del factor inhibidor I-1 por parte de la PKA, el
cual a su vez inactiva a la fosfatasa 1*°. Esta fosfatasa debilita la despotenciacion y promueve los
mecanismos subyacentes en la LTP.

Otras alternativas de interpretacion pueden encontrarse en los articulos donde se publican estos
resultados .

Asi, la historia previa de activacion de una sinapsis especifica puede modificar sostenidamente el
resultado en respuesta a estimulos particulares. Por todo ello, la despotenciacion no significa la pérdida
definitiva de los cambios sinapticos previos. Pudiera tratarse de un mecanismo homeostéatico que
garantiza la eliminacibn de las modificaciones azarosas e irrelevantes. Consecuentemente, la
despotenciacion al no afectar la consolidacién, permite que los cambios sinapticos relevantes para el
aprendizaje y la memoria sean consolidados, si se reclutan los mecanismos subyacentes en las
respuestas emocionales/motivacionales (BR). En este contexto, la probabilidad de la consolidacién se
incrementa, porque los mecanismos de la despotenciacidn son rebasados, y se recupera la capacidad
de generar una nueva E-LTP, asi como, una L-LTP.

En este trabajo hemos mostrado, por primera vez en animales despiertos y con libre movimiento, que
las mismas sinapsis pueden expresar al mismo tiempo tanto, los mecanismos de la LTP como los de la
LTD, algunos de ellos en paralelo y compitiendo entre ellos bajo la influencia de los diferentes estimulos
gue concurren. La modulacién afectiva puede cambiar el balance hacia uno de los dos mecanismos
celulares. La LTP, la LTD, el BR o la estimulacién de la BLA afectan alternativamente y reversiblemente
a una entrada aferente por periodos largos; el resultado final dependera no solamente del ultimo
estimulo aplicado, sino también de la historia reciente de actividad de esas mismas sinapsis. Los
estimulos aferentes se activan alternativamente, aunque las cascadas de eventos se solapan
parcialmente con consecuencias a largo plazo; lo cual pudimos demostrar en una poblacién de sinapsis
del giro dentado en animales con libre movimiento.

Las sinapsis tienen un gran repertorio de mecanismos y de interacciones, que les permiten procesar la
actividad desencadenada por la informacién que reciben, compleja en su diversidad, secuencia,
cronologia, y su frecuencia; y nos ayuda a entender como el Sistema Nervioso puede generar cambios
efectivos en respuesta a un ambiente con componentes estables y otros cambiantes de modo

impredecible.
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CONCLUSIONES

l. LaLTP yla LTP puede ser inducida y mantenida en las mismas sinapsis al mismo tiempo

(competencia). La modulacién afectiva puede cambiar el balance hacia uno u otro estado de

eficacia sindptica.

Il. Nuestros datos confirman que la marca sinaptica es “borrada” por los mecanismos reclutados por

los LFS, por lo que el BR no puede rescatar la potenciacion sindptica.

lll.  Por primera vez se muestran datos que sugieren, que in vivo y en las mismas sinapsis tiene lugar

el fenbmeno de cross tagging, lo cual muestra lo amplia que pueden ser las capacidades

computacionales de las sinapsis.
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